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141 -Mod«IUcakuonen-. a) IC.C. Nicolaou. Y. He. D. Vourloumis. H. Vallbcrg. 2. 
Yang Afffe^. Chem. 1996, /OS. 2554; /|n^*^-. Chrm. Int. Ed. E^gL 1996. iJ, 
-»399 TouUxnthescn: b) Z. Yang. Y. He. D. Vourloumis. H. Vallbcrg. K. C. 
NicoUou ih'id 199?. /W.l70b2w. 1997. J«.I66:c)IC.C. Nicolaou. F.Sarabia, 
S Ninko^c. 2. Yang. 1997. /09. 539 bzw- 1997. itf. 523; d) K. C. Nico- 
laou. N. Wtnssinger. J. Paaio. S. Ninkovic. F. Sarabia. Y He. D- Vourloumis. 
2 Yang. T. Li. P. GUnnaUkoui, E. Hamei. l^aturt ( London f 1997. 268. 

151 Modeilrcakiionen: a) D. Schinzer, A. Limberg. O. M. Bohm. Chem. Eur. J. 
1996 ' 1477- Toubynihese: b) D- Schinzer. A. Limberg. A. Bauer. O. M. 
Bohm. *M. Co'rdes, Angr^^. Chem. 1994. t06 . 543; Angew, Chem. Int. Ed. Engt. 
1997. 36. 523. 

(61 T Gabriel. L. Wesiichann. Tetrahedron Utt. 1997. 38. 1363. 
(7] E. Claus. A. Pahl, P.O. Jooes. H. M. Meyer. M. Kalesse. Tetrahedron Utt. 
1997. 38. 1359. 

(8] J. Muter. A. MantouWis. Tetrahedron Utt. 1996. 37, 9179. 
(9) R E Tavlor, J. D. Haley. Tetrahedron Uu. 1997. 38. 2061. 
jlO) UnverofTentlichte ErgcbniSM mil den m Ut.(3a.bJ beschricbencn Vcrbindun- 
gen. 

[in A. Balog. P. Beninaio. D.-S- Su. D Meng, E. Sorensen. S. J. Damshefsky. 
Y.-H. Zheng. T.-C. Chou. L. He. S. B. Horwiiz. Tetrahedron Utt. 1997. 38. 
4529. 

|P] jy^li gteicber Berechiigung konnte man aucb von der Entfemung der ClO- oder 
dcr Clt-MeihylengruppB beim Obergang 2ur Nof-Verbindung 18 sprechen; 
hier bcuachien wir diesen Obergang als ..C9.Verlusi " und damn als Verande- 
rung der Susiiiuenien an C8. 

1131 al D M Bon«E. P. A. McQueney, J. Zhu. O. Henscns. L. Koupal. J. Ltesch. M. 
Goeu E Lazarides. C. M. Woods. Can«r/l«. 1995. JJ.:325;b)R. J. Kowal- 
skt. P. Giannakakou. E. Hamel. / Bioi. Chem. 1997. J72. 2534. 

(14] Alte bcschriebenen Analog* wurdcn auf dcm von uns bcrcits beschrrcbenen 
Wcg syntheiisien: D. Meng, P. Bertinato. A. Balog. D.-S. Su. T Kamenecka. 
E. Sorensen. S. J- EHnistefsky. / Am. Chem. Soc. 1997. im Druck. 

(151 Die an C12 ir-Hexyl-iubsunrienc (Z>-Desoxyverbindung weisi ebcnfalls cine 
beiractJtliche biologische Akuvitai auf. Ailerdings isi ihre Ldslichkeii in 
DMSO sehr gcring, weshalb die RcsuKate mil dicscr Vcrbindung nichi in 
.Abb. 1 berucksichiigt wurden. 

(16) 2ur Hcr^iellung des /rawEpouds. dessen biologtsche Akiivitit sehr hoch ist. 
wurde 9 mil Dimethyidioxirao umgesem. Leider konnie die absolute Konfigu- 
raiion des ffsnj-Epoxids nicht bcstimmi werden. 

(17] Das MIcfOtubuli-Protein (MTP) aus Kalbshirncn wurde durch rweifachcn 
temperaturabhangi^tn Ab- und Aufbau Bereinigtf201. Die Konzcntraiion von 
Tubulin in MTP wuitle ru ca. 85% besiimmt. Der Aufbau wurde mil oder 
ohne lOuM Wirkiioff und MTP {I mgrnL"') in einem Puffer aus 0.1 m 2- 
(A'-Morpholin)ethansuifonsaurt {MES), 1 m« l.;-Di(2-aminoetho^y)ethan- 
.V..V..V'.A".teirae$sigsaure (EGTA). 0.5mM MgCU und 3m Glycerin (pH - 
6.5) durchgefuhn. Bci dieser Konzentraiion wird ein Verhaltnis von ca. ! : 1 von 
Wirkstoff 2U TubuUndimer erreichi. Dcr Vcrlauf des Proiemaufbaus wurde 
spcklrophoiomeiriscb bei 350 nm und 35 uber 40 min anhand der Turbidi- 
taisaaderung als MaB fur die Polymermasse verfolgi (21 ) . Aus jcder Reaktions- 
mischung wurde ein Aliquot (200 ^L) entnommen. das bci 28000 Umdrehun- 
gen pro Minuie und :7'C 30 min zenirifupen wurde. Die Protcin- 
konzeniraiion in d«n Mitt roiubuli- Pell tts wurde durch Messung der m der 
uberstthenden Phaat verWiebenen Proteine besiimmi. Der durch die Behand- 
lung mit lO^M Epothiloo B erhaliene Wert an Mikroiubuli wurde als 100% 
definien, 

[1 8] Die Cytotoxiziifii der Verbindungcn wurde durch das Wachsnim von menschli- 
chcn lymphobtasttschen Lwkimieallen CCRF-CEM oder dcrcn gcgenuber 
VtnbUsUD und Taxd resisitenten Uniersiammen (CCRF-CEM /VBL) durch 
XTT-Mikrokuhuf'TetTMOlium/Fromazao-Tesu bcsiimmi. Der lC,o-Wcn 
wurde aus funf oder lechsTcsu (bei unierschiedlichen Konzeniraiionen) com- 
putergesiutzt enni«eli(231. 

(191 Das mchrfachresisiente CCRF-CEM.'VBL-Tumorgewcbe wurde CB-7.SCID- 
.Mausen subcuian implamierx. die nach 7. 8. 9. 10. 14 und 15 d mii jeweils 
0 7 mgkg"' Epothilon B intraperitoneal behandelt wurden. Die miiilcre Tu- 
morgrdOe vcrringerte sich an den Tagen 12. 17 und 22 urn 68. 60 bzw. 67%. (n 
parallel durchgefuhnen Verglcichiexperimentcn fuhrten 2 mgkg" Paclnaxel 
ru einer Vtrringerung der TumorgroOe urn 40. 42 brw. 30%. 

1201 R. C. Weisenberg. Science 1972, J77. 1104. 

[211 F. Gaskin, C. R. Cantor. M. L. SheUniki, J. Mol. Biol. 1974. 59. 737. 

(221 Die Eiperimente wurdra auch mil lagiicbcn (0.7 und l.O mgkg" ') und halb- 
laglichen Gaben (0.15 und 0.23 mgkg"*) von Epoihilon B durchgefuhrt. Die 
Wirksamkeit war bei tigJicher oder halbiagticher Gabe ahnlich hoch wic bei 
wochcntbcber. jedoch wmr hier eine ciwaa hflbere Toxiiitai festzusiellen. 

(231 ^ Chou. T. C. Chou. IBM- PC Software Manual. Biosofl. Cambndge. 1987. 



Gezielt entworfene Epothilone: 
kombinatorische Synthese, Induktion der 
Tubuiin-Polymerisation und cytotoxische 
Wirkung gegen taxolresistente Tumorzellen** 

Kyriacos Cosia Nicolaou,* Dionisios Vourloumis, 
Tianhu Li, Joaquin Pastor. Nicolas Winssinger, 
Yun He, Sacha Ninkovic, Francisco Sarabia. 
Hans Vallbcrg, Frank Roschangar, N. Paul King, 
M. Ray V. Finiay, Pareskevi Giannakakou, 
Pascal Verdier-Pinard und Ernest Hamel 

Die Isolierung von Epoihilon A 1 und B 2 aus dem Myxobak- 
terium Sorangium ceUuhsum (Stamm 90) durch Hofle et. al.^^* 
und die Entdeckung ihrer cyioioxischen Aktiviiai gcgenuber 
Tumorzellen losten intensive Forschungen in Chemie und Biolo- 
gic aus. Bollag ei al.'^^ berichieten 1995 uber den Wirkungs- 
mcchanismus dieser Verbindungcn durch Induktion der Tubu- 
lin-PoIymerisaiion und Stabilisierung der Mikrotubuli. der dcm 
von Taxol (Paclitaxel) ahneli.t^^ Die Entdeckung ihrer cinzigar- 
tigen Wirkung gegen taxolresistente Tumorzellinien^** machen 
diese neuartigen Substanzen zu inieressanicn Kandidaten fur 
die Krebs-Chemotherapie. Hofie et al. vcrofTenilichten 1996 die 
vollsiandigc Aufklarung der Konfiguration durch spektro- 
skopische Mcihoden und Rontgenstrukturanalyse.''' Kurz dar- 
auf erschicn eine Flut von Zugangen zu^*' und Totalsynthesen 
von Epothilon A I*'' " * und B 2.t'<'- AuBer den Natur- 




1: R « H : EpotMlon A 
2: R s M« : EpotMlofi 8 
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stoffen wurden mehrere Vorstufen und Analoga syntheti- 
siert''-'"! und auf ihre biologische Wirkung hin' unier- 
suchLt* '*' *^ ^-*'*^! Unter diescn sind besonders die 12,13- 
Desoxyanaloga erwahnenswert, die zuersi von Danishefsky 
etal.*"' *^' und wenig spater unabhangig von uns,^^- *** *** 
Schinzer ei aL'^' sowie HoUe et al.^*''* beschrieben warden. Hier 
berichten wir uber a) die kombinatorische Fesiphasensynihese 
von Epothilon-A-Analoga, b) die Tubulin-Polymerisations-Ei- 
genschaften einer groSen Verbindungsbibliothek und 
c) die cyiotoxische Wirkung einiger ausgewahlter Analoga ee- 
gen Brust- und Ovarien(Eierstock)-Carcinome, einschlieDirch 
einiger taxolresistente Tumorzellinien. Die Ergebnisse liefern 
umfassende Informaiionen iiber Struktur-Wirkungs-Beziehun- 
gen der Epothilone und bilden die Basis fur deren Weiterent- 
wicklung. 

Die Strukturen der Epothilone sind durch Anderung der 
Konfiguration einiger spezifischer Stereozentren. der Geo- 
metric der Doppelbindung, der RinggroBe und durch Variation 
der Substituenten modifizierbar. Unsere Synthesestrategie 
war daher auf hohe Flexibilitat ausgerichiet, urn optimale 
molekulare Vielfalt und eine groBtmogliche Bibliothek zu er- 
halien. Tabelle 1 enthalt die Strukturen einer Epothilon- 
Bibliothek, die durch kombinatorische Methoden in Ld- 
sung[6..8. 10.. 1.13. 15. 16.281 an fester Phase'*«-^«i erhalten 
wurden. Biologisches Screening dieser Verbindungen sollte ee- 
nugend Informationen uber Struktur-Wirkungs-Beziehungen 
liefern, urn die nachsie Phase des Projektes - das Design, die 
Syn these und die Identifizierung pharmakologisch relevanier 
Verbindungen - einzulauten. 

Die Strategic fur die Konstruktion einer Bibliothek aus Epo- 
thilon-A-Analoga basiene auf unserer kurziich veroffentiichten 
Festphasensyntheset*°» von Epothilon A und Radiofrequenz- 
verschlusselter kombinatorischer Chemie (Radiofrequency En- 
coded Combinatorial Chemistry, REC-Chemie).t^«' Schema 1 
faOt die Synthese der I2,13-Desoxyepothilon-A-Bibliothek aus 
den Schlusselbausteinen A. B und C zusammen.'*^' Merrifield- 
Harz enthaltende SMART-Mikroreakloren'^°' wurden durch 
Ketienverlangerung und Bildung der Phosphoniumsaize glatt in 
die Mikroreaktoren 1 uberfuhrt (SMART Single or Multiple 
Addressable Radiofrequency Tag). Diese wurden gemaB ihrer 
Radiofrequenz-Markierung sortiert und mit Natriumhexa- 
methyldisilanzanid (NaHMDS) in die enisprechenden Ylide 
uberfiihrt, die mit den Aldehyden A umgesetzt wurden. Die 
SMART-Mikroreaktoren 11 wurden zum Waschen und fur das 
anschlieBende Entschutzen und die Oxidation zu den polymer- 
gebundenen Aldehyden III vereint. Erneutes Sortieren und Re- 
aktion mit dem Dianion der Oxosaure B lieferte die polymerge- 
bundenen Carbonsauren IV als Diastereomerengemische. 
Umsortieren und Verestern mit den Alkoholen C lieferte die 
Diene V. Durch Umsetzung an den einzelnen SMART-Mikro- 
reaktoren mil [RuCl2(=CHPh)(PCy3)2] wurden nach Cyclisie- 
rung und gleichzeitiger Abspaltung vom Harz durch Olefln- 
Metatheset*-'^-«-^-i'.»5.^t-22j eine Mischung aus den 12 13- 
Desoxyepothilonen A Vli, Vlfl, IX und X erhalten. Jede Mi- 
schung wurde idenufizieri und durch praparative Dunnschicht- 
chromatographie gereinigt. Die reinen Verbinduneen wurden 
emzein mit Trifluoressigsaure (TFA) in Dichlorrilethan ent- 
schiitzt und anschlieBend epoxidien.**"- 1 1. 13. 15- i?) 

Die Epothilon-Bibliothek (Tabelle 1) wurde im Hinblick auf 
die Induktion der Tubulin-Polymerisation mit 5^M Verbindung 
bei 37 =C dem Screening unterworfen.^^' Zuvor getestete Verbin- 
dungen (siehe Lit. in Tabelle 1 ) wurden zu Vergieichszwecken in 
das Screening einbezogen. Die meisten Analoga wurden detail- 
heneren Untersuchungen in Cytotoxiziiatsstudien mit mensch- 
hchen Ovarien- und Brustkrebszellen einschlieOlich taxolresi- 



stenter Linien'"' und einem quantitativen Tubulin-Polymeri- 
sations-Assay unterworfen, der zwischen wirksamen taxoiden 
Verbindungen differenziert (Tabelle 2).'^*' Es wurde schneil 
deutlich, daB Verbindungen mit Polymerisationswerten unier 
40% im Screening hohe ECjo-Werie im quaniitiven Assay ga- 
ben und zu einer geringen Inhibierung des Zellwachstums fuhr- 
ten (Tabelle 2 enthait nur positive Ergebnisse). 

Der Glutamat-Assay wurde zur Oberprufung der Hypothese 
entwickelt. daO Taxoide, die hinsichtlich der Tubulin-Polymeri- 
sation aktiver sind als TaxoK auch cytotoxischer sind,*^*^^ was 
mit uber 50 Analoga bestatigt wurde.'^^' Mil den Epothilonen 
war der quantitative Assay weniger erfolgreich; Eine niedrige 
Glutamatkonzentration fuhrte zu einer hohen falsch-negativen 
Rate in der Vorhersage der Cytotoxizitat (Ergebnisse nicht ge- 
zeigt), wohingegen hdhere Glutamatkonzentraiionen (z. B. 
0.7.V1, Tabelle 2) ahnliche Aussagen wie der Screening- Assay lie- 
ferten. Definiert man „signifikante*' Cytotoxizitat uber einen 
ICso-Wert unler 10 n.M, so haben wir neun Analoga mil Aktivitat 
gegen Brust- und Ovarienzeilinien identifiziert (3, 6, 14-16. 19, 
20. 23 und 25). Im Screening- Assay waren unter den untersuch- 
ten Verbindungen keine falsch-negativen, dafur aber sieben 
falsch-posiiive Ergebnisse (Verbindungen mit begrenzter Cyto- 
toxizitat, die zu >40% Polymerisation fuhrten). Die gleichen 
Ergebnisse wurden im Glutamai- Assay erhalten. Die EC50- 
Werte der neun cytotoxischen Analoga betrugen zwischen 3.3 
und 13^M, die von neun weiteren Analoga zwischen 6.0 und 

17|IM. 

Zwei laxolresistente Linien wurden aus 1 A9-OvarienzeHen 
erhalten, wobei die Resistenz aus Mutationen im M40-Gen re- 
sultierie, das einen hochexprimierten ^,-lsoiyp in den parenta- 
len und resistenten Zellinien kodiert.^^^' Die veranderlen 
Aminosauren waren der Rest 270 in der 1 A9PTX10-Linie 
(Phe - Va!) und der Rest 364 in 1 A9PTX22 (Ala -r Thr). Dies 
stimmte mil der Beobachtung uberein, daB sich die Taxol-Bin- 
dungsstelle auf /?- Tubulin befindet.'^' ' ^71 Vorlaufige Ergebnis- 
se^^^^ mit 1 und einigen Analoga, nach denen I A9PTX22-Zellen 
nahezu vollstandige Empfmdiichkeit gegeniiber Epothilonen 
beibehielten und 1 A9PTX10-Zellen teilweise resisient blieben. 
wurden somit bestatigt (Tabelle 2). Die relauve Resistenz der 
1 A9PTX22-Zellen betrug mit Taxoi 27 und mit den elf cytotoxi- 
schen Epothilonen 1 .0 bis 4.5. die der 1 A9PTX 10-Zellen 23 bzw. 
3.5 bis 9.1. DieTatsache, daB 1 und 2 die Bindung von Taxol an 
das Tubulin-Poiymer kompetitiv inhibieren, ist ein Indiz dafiir. 
daB die Taxol- und die Epothilon- Bind ungsstellen iiberlap- 
pen-f"*' Unter der Annahme. daB Phe 270 und Ala 364 direkt 
mit Taxol wechselwirken, deuten die Resultate mit den resisten- 
ten Zeilen an, daB Phe 270 hinsichlich der Wechsclwirkung 
von Epothilonen an der Taxol- Bindungssielle wichliger als 
Ala 364 ist. 

Die in Tabelle 1 und 2 gezeigten Daten und die zuvor beschrie- 
benen Ergebnissei^' ^- - i-i y^^^^^ wichtige Informationen 
uber die Struktur-Wirkungs-Beziehungen fur die In-vitro-Tubu- 
lin-Polymerisation sowHe fur die In-vitro-Cylotoxizitiit und 
fuhrten zu mehreren Schluflfolgerungen : Die Bedeutung des 
Makrocyclus wurde durch das Fehlen signifikanter Tubulin-Po- 
lymerisations-.Aktivitat der offenkettigen Olefln-Metathese- 
Vorstufe 61 untermauert. Zu diesem Ergebnis kamen auch 
Hofle et al.'^-*' mit einem Abbauprodukt von Epothilon A. Die 
Inversion der Konfiguration an C3 resultierle in einer verrin- 
gerten Tubulin-Polymerisations-Aktivitat. Interessanterweise 
weisen die x^-ungesattigten Lactone (z. B. 107 und 110) bemer- 
kensweri hohe Tubulin-Polymerisations-Aktivitaten auf (Tabel- 
le 1), was eher einen konformativen Effekt der 3-OH-Gruppe 
nahelegt und weniger auf deren direkle Bindung zunickzufuh- 
ren ist. Eine weitere Funktion der 3-OH-Gruppe wird durch die 
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SMART-Mikroreaktoren 
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(Verbindungen 22, 49, 
50, 64, 75, 77. 78, 90. 
100, 101, 102, 105] 



Vlir : P = TBS 
XII ! P s H 



(Verbindungen 38. 
40. 42, 55, 56, 57, 
87, 89. 90] 



, r— IX : P = TBS 
* ^ XIII : P = H 

[Verbindungen 26, 
51,52. 53,65. 79, 80, 
81.94, 95. 103, 106] 



,1— X : P = TBS 
' ^ XIV : P = H 

[Verbindungen 43. 
45, 47. 58, 59, 60, 
66, 91.92, 93, 104J 
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Schema I. KDmbinatorischc Festphasemynihesc von Epothiion-A-Anafoga. a) I. 1.4.ButandioI {5.0 Aqulv), NaH (5.0 Aquiv). ^Bu.Nl (0 1 Aquiv > DMF^SX Ph 
2. Ph,P (^^Aqu.y). I, Aquiv.) Imidazol (4^ Aquivj. CH.Cl,. 25 ^C. 3 h: 3. Ph,P <10 Aqu.vj. 90 C. 12 h; bit, sorticrcn drr SMART-Mikrorcakioren''(mit ciiim 
AccuTag-I0O.Gerat)r2. NaHMDS (3.0 Aqu.v.K THF DMSO ( 1/1), 25 C. 12 h: 3. A (2.0 Aqu.v.). THF. 0 ^C. 3 b { > 75 % dtr Chlormethvlpolysiyrol-Bcladang. bas^^^^^ 
aui dcm nach der Ozonolyw zuruckgewonncncn Aldchyd): 4. vereinigcn: cl 0.2m HCl m THF 25 C. 12 h; d> (COCIJ, (4.0 Aquiv,). DMSO (S.OAquiv) Ei,N 
(12.5 Aquiv.), - ;S - 25 C ( > 95% uber zwcj Stufcn ; die Reakiionen wurdcn duch IR-spektr<Mkopischc Untersuchune dcs polvmcrcebumienen Materials und diinnschicht- 

chromatographrschc Analyse dcr durch OLonolysc crhallcncn Produkie vcrfolgt); c) I. sonicrcn: 2. B (2.0 Aquiv.), LDA (2.2 Aquiv ) THF -78 40^C I h- dann 

Zugabc dcs resulticTCjidcn Enoiats zu dncr Suspension aus Harz und ZnCI, (2.0 Aquiv.) in THF. -7S-, - 40 C. 2.0 h ls90V.. bczoBcn auf den nach der Ozonolyse 
zuruckgcwonnenen Aldchyd); 3. veremigen: 0 I. sorncren: 2. C (5.0 Aquiv.). DCC: 5.0 Aquiv.). 4-DMAP: 5.0 Aquiv.K 25X. 15 h ( s 85% Ausbcutc. bezogen auf den 
nach Umseuung mit NaOMe wiedergewonnenen Hcicrocyclusj; ^> l. trcnncn der S.MART-Mikroreakiorcn: 2. (RuCl.t=CHPhXPCy,),J (0 ->0 Aquiv ) CH,CK 
48 h:h) automaustcrteHPLC(SiO,,EtOAc/Hcxan.oderC,,,H,O^THF>odcrpraparaiive Dunnschichtchromatographi; lEiOAc/HcAan); die KonHguraiioncn an 06 und 
C-/ sowie die Gcometne des Oteflns wurdcn durch ' H-NM R-Spcktroskop.e voHaufig zugcordnet: i) 20proz. TFA m CHXK (v/v). 25=C. 2-I2h. Die Rcinhdt der 
Wrmndungen wurdc durch ' H-NMR-Spektroskop.e und HPLC besiimrm. P = Schuugnippc; TBS = fm-Buiytdimethylsilvl: D.MSO - Dimcihyljulfoxid- 
Tnnuorewtgsaure; LDA - Lithlumdiisopropylamid; DCC = .V.A--Dicyclohcxy(carbodiimid : 4-DM AP = 4-Dimcihylammopvridin. 



TFA 



fehlende Cytotoxizitat von 107 und 110 deutlich. Substitution 
der 4-^e/w-DimeihylfunlcuonaJitai gegen eine 4,4-Ethanogruppe 
(siehe z. B. 69 und 70) fuhrte in alien Fallen zum Verlusi der 
Tubulin-Polymerisations-Aktiviiai, was auf die essentielie Be- 



deutung der passenden Konformation der Epoihiione fiir die 
biologische Aktivitat hindeuiet. OfTensichilich fuhn der partlel- 
le sp^-Charakier und die damit verbundene Aufweitung des 
C3-C4-C5-Bindungswinkels zu ungunstigen konforma liven An- 
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Tabsllc I. Sirukturcn und Tubulin- Polymerisaiions-Akliviutcn von Epiihilon-Analoga. Die FuBnotcn Ial-[i| sind auf S. 2lS6 zu findcn. 



Lii. 



Strukiur 



Tubutin-Poly- 
mrri5aiion(%lfa| 



Lit. 



Struktur 



Tubulin-Poly- 
merisaiion(%}(a) 



Lu. 



Struktur 



Tubulin-Poly- 
mcrisaiion[%l[a] 




(itl 



R - H. X « S 
R ■ M*. X - S 
R • H. X • O 

Tnol 



R • H. X a S 
R * Urn, XmO 
R 3 H. X . O 



«a Ibj 




«3 
SO 



17 
71 
24 



O OH O 10 



(8. 11) 





72(<JJ 

23: R « M*. X . 5 M [d] 



Au O 26 : R ■ H. X • S 70 fe] 

^ 77:R«U«. X«S 84 

28:R-H, X>0 43 

Q 29:R«ato. XsO 54 



2S 
6 




38:n .H. Rf«ll«, X-S 13 

39: R* * H, . Mat. X « O 18 

40:R^*li«. r'.H.X.S S 

41 : r1 • R' . H. X • S 23 

42: R' < R' « U«. X » S 5 



43: R; « H. Rf . H«, X • S 13 

44: R* » H, r3 « H*. X • O 20 

45:R* »U*, R>«H,X.S 11 

4S:R*«R'>H,X*5 31 

47: R* • R* « X « S 4 



OM O 




^« O 30 : R . H 

31 : R « TBS 





16 tn 

3 



OH O 



51: R* . H, fl>, M« 
93: R' . « H 

S3: R* . R' . M« 



21 
3 
4 



HO, 



(281 




is. Ill O OH O 12 




m O OH O 13 



[10. 11. 131 
(10. 13] 




OH O 



92 



ilil 




14: R.KX.S 

19: R.lto.X^S 84 [c) 

10: R . H. X « O 84 

17: R» M*. X .O 95 



18: R.H.XsS 17 
10: ft.lto.X.S 03 
30: R « H. X • O 40 




[Ill O 6h O 34 




6h o 




^ O S3: R* ■ H. R* - M» 
OH ° so: R' . R^ . H 
S7: R* . « M« 



(281 
28J 
(281 



16 t28| 




^ 50: r; - M, R* - !#• 
OH ° SO: R* « U«, ft* . H 
80: R^ . RS . M« 




O OH O •! 



22 [281 




23 
S 



34 
7 
9 



OH O 
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Lit. Strukiur 



Tubulin-PoJy- 
mensaiion[%t[a) 



[281 




OH O 




OH O 




Struktur 



Tubulin-Poly- 
m*r!£2riontV„|{a) 



73: n«R* R>.M* 17 (2aj 

76: n • M«. Ri 8 H. s M« 23 

77: R « H. Ri . Urn, R> . H 3 

7B: H « R' » R' > U« 4 



79: R^ » H. R> . U« 
80: R' » M«. R^ » H 
81: R* • R'^ HI* 




33 
9 
5 



1281 




OH O 



10 (281 •'• 



9 
18 



87: R .R* .H. R>>.M« 13 
OH o J5: 5 ■ !f«i.f ' • H. Rj « «• 8 

9 



80: R . H, R1 » M«, R' . H 
WhR.H. Ri.R'.M* 




O 91: R^ • H. R> . ««• 
92: R' » »«. R' . H 



6h o 



94: R«H, R* .NI*,r3«H t1 

9S: R « H. R* « R> a Ito 3 

96: R > Ri * R> • H 24 

97: R . fcU, R» . H, Ra . U« 48 




O 9e:R-H.R'.|f«.R».M II 
" ; n 99:R»R*.R3.H « 
O OH O 100; R . H. . R« • M# . 

lot: R«M«. R^ .H. R3« M* 3[g| 
34 




O OH o 




12 
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ZUSCHRIFTEN 



Tabcilc 2. Biologische Eigenschaften ausgcwahltcr Epothilon*Analo^. 



Induktion dcr Tubulin- 


Polymcrisaiion 


Inhibierung des Carcjnomzellwachstums 


Verb. Screcning- 


quant. 


OvarienfdJ Bnjsi(c) 


Assayfa) 


Glutamat- 


parental /?-TubuIin-Muiauonen 


Polymer- 


Assay [b] 


1A9 1A9PTX10 1A9PTX22 MCF7 


bildung[%; 


1 EC,o[>iMl 


IC,o(nM|(rclaiive Rcsistcnzj(r) 



Taxol 


50 


4.7 


1 .4 


12 r^ii 

-•^ I— '1 




4.2 


1 


76 


4.6 


2 2 




5.9 (2.71 


5.1 


2 


98 


3.4 


0.13 


1 0 f7 71 


n It tf Ai 
yj.ji I— 


1.0 


3 


58 


5.3 


3.0 


— . 18. ->1 


8.0 [2.7] 


6.1 


4 


"^3 




0.2 


1 1 IS SI 


n Q u n1 

U.'y 




6 


7 1 


b.l 


1.5 


11 (7.3) 


3.0 (2.01 


6.2 


14 


92 


6.2 


2.0 


18 [9.01 


3.0(1.51 


5.4 


15 


84 


5.6 


1.0 


3.5 (8.51 


1.0(1.0} 


1.8 


16 


64 


7.8 


3.5 


32 (9.11 


9.5 [2.71 


>100 


19 


63 


13 


6.0 


30 [5.01 


' 6.5(1.11 


14 


20 


46 


3.1 


4.8 


34 [7.11 


9.0(1.91 


5.7 


22 


72 


8.3 


32 


> 100 


100 


38 


23 


94 


3.9 


6.5 


23 [3.5] 


9.0 [1.41 


9.3 


24 


75 


6,1 


6S 


> 100 


90 


74 


25 


93 


3.3 


8.0 


30 (3.8J 


12(1.51 


> 100 


26 


76 


9.8 


60 


> 100 


100 


> 100 


27 


84 


7.5 


6t 


> 100 


85 


75 


28 


43 


13 


> 100 






>100 


29 


54 


6.0 


32 


> 100 


>100 


68 


101 


34 


17 


> 100 






> 100 


105 


51 


7.6 


32 


> 100 


70 


57 


106 


61 


11 


82 


>]00 


>100 


78 


107 


46 




28 


> 100 


50 





[al Aus Tabellc 1. (bj Asaay wtc in Lit. (241 bcschriebcn durchgcOihri: die Rcaktionsmischune enthicit 
lOuM gercinigies Tubulin(291. 0.7m Mononatrium-Gluiamai. 5% DMSO und den WirkstolT; 20 min 
Inkubation bei Raum tempera tur und Zenirirugicren dcr Rcaktionsmtschung bci 14000 U min : die 
ubcrstchcnde Protein konzcntration wurde gemcsscn. wobci der ECo-Wcrt uls die WirkstofTkonzentra- 
tion dcfinicn ist, bei der die Konzcniraiion des Qbcrstchcndcn Proteins um 50% gcgcnuber dem Kontroll- 
wcri verringert ist; die aufgcfuhnen ECjo-Wertc sind Mitlelwerte (Standardabwcichungen s 20%) aus je 
z^ci bis vicT uoabhingigen Assays, [cj Das Zellwachstum wurde durch Messung der Zunahmc von 
zclluiarem Protein bcstimmt [301 . (dJ Die parcntale Ovarienzellinie. die als Klon von Linic A27S0 ab- 
stammt(3tl, wurde verwendct, um taxolresistente Zellinien durch Inkubation dcr Zellcn mit steigcndcn 
Konzcniraiionen von Ta.xoI rait Verapamil zu erhaltcn{231; die Zcilcn wurden in Oegenwari des Wirk- 
stofTs in 96 h gezOchici; die aufgefuhrten Wertc sind Einzclbcstimmungen. mit Ausnahme dcr fur Ta.xol. 
I und 2 angcgebcncn (Miiicl aus jcweils scchs Bcstimmungen): die Wertc fur I und 2 sind Mittclwcrte dcr 
Datcn, die sowohl fur synthetische als auch naturlichc Probcn (Spcndc von Merck Research Laboratories 
an E. H.) crhalten wurden und oicht signifikant voncinandcr abwichcn. [e] Die MCF7-Zeilen wurden 
vom National Cancer Institute (Drug Screening Program) crhalienf32I: sic wurden in Gcgcnwari des 
WirkstofTs in 48 h gezuchtei; jedcr Wert ist der Mittclwert aus zwci Bcstimmungen. [f] Die relative 
Resisienz ist dennicrt als der [C,o-Wcrt, der fur die ^-Tubultn-Mutantcnlinie crhalten wird. gcteili durch 
den fur die parcnulc ZclUnie erhaltcnen Wen. 

derungen im Makrocyclus und verhinden somit eine effektive 
Wechselwirkung mit Tubulin. Eine andere Voraussetzung fur 
Tubulin-Polymerisations-Aktivitat ist die (6/?,7S)-Konrigura- 
tion, wie daran deutlich wurde, daB das C65.7/?)-Stereoisomer in 
signifikanten Konzenirationen die Tubuiin-Polvmerisation 
nicht induzierl (z. B. 30, 47, 54-60, 66. 82 - 93, 104. 1 1 1 ; Tabel- 
le 1). Ebenso interessant war die bemerkenswerte Schwachung 
der Wechselwirkung mit Tubulin als Foige der Inversion an C8 
(siehe z. B. 98 vs, 22), der Einfuhrung einer zweiien Methylgrup- 
pe an C8 (^e/n-Dimethylgruppe; 100 vs. 22 und 95 vs. 26) und 
der Entfemung der C8-Methylgruppe (siehe z. B. 99 vs. 22, 96 
vs. 26 sowie 62 vs. 14). Letzteres wurde auch unabhangig von 
Danishefsky et al.'''^ beobachtet. rpnH 2- 



Die Wichtigkeildernaturlichen (12«.135)- 
Konfiguration des Epoxids wurde durch 
den generelien Trend der nichmatiirlichen 
(125.1 3/?)- Epoxide demonsiriert, geringere 
Tubulin-Polymerisation zu induzieren (siehe 
z. B. 5 vs. 1, 6 vs. 4, 7 vs. 3; 6 ist alierdings 
ahnlich aktiv wie I, nicht aber wie 2). Inter- 
essanierweise waren die Epoihiion A und B 
enisprechenden cis- und /ra/w-Olefine im 
Tubulin-Polymerisaiions-Assay aktiv. wobei 
die Akiivitaien der cu-OIefine denen der Na- 
tursiofTe glichen. Ahnliche Beobachtungen 
wurden unabhangig auch von Danishefsky 
ejal fTb. 12.171 j^^-^ ^.^^ ^^^^ etal.t**! ge- 

macht. Wir stellien alierdings fest, daQ die 
CIS' und besonders die /ranj-Olefine deutlich 
weniger cytotoxisch waren als die naiiirlich 
vorkommenden Epoxide (22 und 26 vs. 1. 23 
und 27 vs. 2). Dariiber hinaus induzieren die 
von den (12£')-Olefinen abgeleiteten a- und 
^-Epoxide die Tubulin-Polymerisation be- 
trachtlich und hemmen das Zellwachstum 
stark (14. 16 und 20 vs. I. 15 und 19 vs. 2; 
Verbindung 15 scheint in der Tat unter den in 
Tabelle 2 aufgefuhrten Anaioga das mit der 
hochsten Cytotoxizitat zu sein). 

Die C12-Methylgruppe verleiht alien un- 
tersuchten Epothilonen eine durchweg hohe- 
re Wirksamkeit im Vergleich zu den entspre- 
chenden Cl2-Demethylverbindungen (z. B. 2 
vs. I, 4 vs. 3). mit Ausnahme der Verbindun- 
gen 14 und 15, deren Aktivitaten ahnlich wa- 
ren. Die Inversion der Konfiguration an C15 
fuhne zu einem Verlust der Fahigkeit. die 
Tubulin-Polymerisation zu induzieren (64 vs. 
22, 65 vs. 26). Der Austausch der C16- 
Methyl- gegen eine Ethylgruppe verringerte 
ebenfaJIs die Aktivitat im Tubulin-Assay ( lOl 
vs. 22, 97 vs. 26), was naheiegt, daB die 
Methylgruppe dafiir sorgt, daB die Seitenket- 
te ihre planare Konformation*'* beibehiilt. 
Diese Schlufifolgerung wird durch die Inaktiviiat der C16,C17- 
Epoxide 8, 9, 11 und 12 gestuizt. Das Epothilon-Pharmakophor 
tolerierte unterschiedliche Modifikationen des aromatischen 
Heterocyclus: Einige Oxazolderivate wiesen ahnliche Aktivita- 
ten wie die entsprechenden Thiazole auf (siehe z. B. 3 vs. 1,4 vs. 
2. 16 vs. 14, 24 vs. 22, 25 vs. 23, 20 vs. 18). Des weiteren fiihrte 
der Ersatz der Thiazol- durch eine 2-PyridyIeinheit nur zu einer 
leichten Verringerung der Aktiviiat (siehe z. B. 105 vs. 22, 106 
vs. 26) in den Tubulin-Assays, wohingegen der Austausch der 
C23-Meihyl- gegen eine Phenylgruppe inaktive Verbindungen 
lieferte (102, 103). Schema 2 faBt die Struktur-Wirkungs-Bezie- 
hungen innerhalb der Epothilon-Familie aus diesen und fruhe- 



• Studien zusammen. 



FuOtiocen zu Tabelle 1 : 



(al Die Tubulin-Polymensation wurde durch Filirations-Kolonmctric-.A.say nach Bollag etal.(21 bcstimmt: GcrciniBtcs Tubulin(291 (1 mgrnL"') wurde be. ^7 C in 
Gegenwan der jewaUgen Verbindung (5^.M) in MEM-PutTcr , I00m.M 2-|.V-Morpholino)ethansulfonsaure. pH = 6.75. 1 niM Ethylcnalvcolbi«^-aminoethyleiherl :V V V -V- 
J^'ft^'?^""; r? ^™ ^^^'^ ^""'^ inkubicrt: die Mischung wyrde durch eine hydrophiic 96- WcH-Mtllipore-Muliisc'recn-DuraporcFiUrationsptattc' ("porcn- 
groue g.„^m) filtnen. um ntcht|>olymensiencs Tubulin zu entfemen; das polymerisicrte Tubulin wurde mu .Amidschwarz-Losung aneefarbt und durch Mcssung 




stcnt[11] 
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Schema 2. Struktur-Wirkungs-deziehungcn (Tubulin- Bindun^assay) der Epothi- 
lone: A) ( 35>-Konfieuration isi wichtig; B) 4,4-Ethanogruppc wird nichi toleri«ri: 
O (6/i.7S)-Konfigunition ist entschctdend: D) iSSVKonfigurauon iii wichiig, 
S.S-Dimcihyirunktionaliiiit wird mchi lolcricn: E) Epoxid isl nichi esscnttcll fiir 
Tubulin-Polymensaiions-Aktiviiat, aber eventuel! wichtig fur Cytotoxiziial; Epo- 
xid-Konfiguraiion ist mogiichcrwcisc wichiig: Rest R ist wichtig; beidc Olcfm-Geo- 
mcirien wcrdcn tolericri; F) f 1 SS^-IConfiguration ist wichtig: G) sicrisch an- 
spruchsvollcrc Gruppc vcrringeri Aktiviiai: H) SaurrstofTsubstituent wird lolc- 
ncrt; I) Substitueni ist wichtig; J) Hctcroc>'clus ist wichtig. 



Die hier beschriebenen Ergebnisse demonstrieren eindrucks- 
vo!l die Starke des Zusammcnspiels von kombinatorischer Che- 
mie und chemischer Biologic, das durch die Fesiphasensyn- 
these. die REC-Chemie und moderne biologische Assays 
ermoglichl wird. Sie ebnen dariiber hinaus den Weg fur die 
Entdeckung von weiteren Wirkstoffen und fiir Entwicklungen 
auf dem Gebiei der Chemotherapie. 

Eingcgangen am 9. Juli 1997 [Z 10666] 

Stichworte: Cyiostatica • Epoihilone • Kombinatorische Che- 
mie • Mikroreaktoren • Struktur-Wirkungs-Beziehungen 
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